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(S) Procede de mesure de I'activite peroxydase de la glaire cervicale. 

(57) Ce procede consiste. apres prelfcvement de la glaire. a 
aiTuer celle-ci, puis a y ajouter un peroxyde et un systeme 
de r6actrfs de revelation reagissant immediatement. four- 
nissant une gamme de colorations appreciates a Tceil nu 
et stables dans le temps pendant plus de 15 minutes. 

Application a la determination de la date de periode ovu- 
latoire chez ta femme. 
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REVEND1CATIONS 

1 - Procede de me sure de 1'activite peroxydase de la glaire 
cervicale, caracterise en ce qu'il consiste, apres prelevement de la glaire, 
a diluer cellc-ci, puis a y ajouter un peroxyde et un systeme de reactifs 

5 de revelation reagissant immediatement, fournissant une gamme de 
colorations appreciates a I'oeil nu et stables dans le temps pendant 

plus de 15 minutes. 

2 - Procede selon la revendication I, caracterise en ce qu'il 

consiste a realiser la fluidification de la glaire a l'aide de ficine. 
10 3 _ Procede selon Tune quelconque des revendications 1 

et 2, caracterise en ce que le peroxyde est liquide et constitue par 

de l'eau oxygenee. 

4 - Procede selon l'une quelconque des revendications I 
et 2, caracterise en ce que le peroxyde est solide et constitue par du 

15 peroxyde d'uree. 

5 - Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
a 1, caracterise en ce que le systeme de reaction coloree comprend 

un melange de : 

- MBTH : dimethylbenzothiazoline hydrazone et de 

20 - DMAB : acide dimethylaminobenzoTque. 

6 - Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que 
le rapport des concentrations DMAB/MBTH est de 1'ordre de 50/1. 

7 - Procede selon l'une quelconque des revendications 5 
- et 6, caracterise en ce que la concentration de DMAB est de 2,2 mM. 

25 g _ Precede selon l'une quelconque des revendications I 

a 7, caracterise en ce qu'il consiste k conduire la reaction a un P H de 
Tordre de 5. 

9 - Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
a 8, caractertse en ce que les reactifs sont mis en oeuvre sous une forme 

30 liquide. 

10 - Procede selon l'une quelconque des revendications I 
a 8, caracterise en ce que les reactifs sont integres dans un gel de poly- 
meres organiques et sont mis en oeuvre sur un support const.tue par 

une bancielette ou un film gelifie. 
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La presente invention a pour objct un procede de mcsuro 
de 1'activite peroxydase dc la glaire ccrvicale, plus specialcment destine 
5 a permettre de determiner, chez la femme, la date de periode ovulatoire 
dans un but d'aide a la mattrise de la fecondite, qu'il s'agisse d'eviter 
ou de profiter de la periode fertile. 

Le cycle ovaricn chez la femme se deroule sur environ vingt- 
huit jours et est divise en deux phases de quatorze jours chacune, sepa- 
10 rees par Tovulation : 

- une phase folliculaire debutant avec Ja menstruation, corres- 
pondant a la maturation d'un follicule, et se terminant par la rupture 
folliculaire et la liberation du gamete femelle : 1'ovule ; 

- une phase luteale qui correspond a la transformation de 
15 la granulosa du follicule ovarien mature en corps jaune, puis a la regres- 
sion du corps jaune s'ii n'y a pas eu fecondation de 1'ovule par un sperma- 
tozoide. 

Le cycle menstruel s'accompagne de modifications de la 
secretion d'un certain nombre d'hormones qui permettent de determiner 
20 de fagon plus ou moins precise la periode d'ovulation.* 

Les moyens biologiques de detection de la periode ovulatoire 
du cycle reposent notamment : 

- sur la mesure des variations des concentrations hormonales 
dans le sang, l'urine, la salive, etc... ; 

25 - sur I'etude des modifications physiologiques qui rendent 

compte des effets a distance des hormones secretees par Tovaire : modifi- 
cation de la glaire cervicale, augmentation de la temperature corporelle.... 

Une premiere possibilite pour determiner la periode d'ovula- 
tion consiste a realiser le dosage de l ! hormone luteinisante (LH). 

30 La secretion de la LH, hormone qui controle les secretions 

ovariennes varie au cours du cycle. En effet, i6 a 36 heures avant I'ovu- 
lation, un pic de LH est observe dans le sang- Les tests traditionnels 
reposent sur la mise en evidence d'un pic de LH apres mise en oeuvre 
d'une reaction effectuee sur Purine du matin. La coloration obtenue 

35 est lue par rapport a une gamme d'etalonnage. Totitefois, ce dosage 
permet de con firmer Tovulation, mais non de !a predire puisque ie pic 
urinaire survient dans les 2 U heures precedant ['ovulation, qu'il pre- 
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sente un retard de quelques heures par rapport au pic sanguin. 

Une seconde solution consiste a realiser le dosage d'hormones 
saHvaires. En effet. les variations cycliques des secretions hormonales 
constatees dans le sang sont egalement trouvees dans la salive. Toutefois, 
5 les dosages realises a ce jour sont reserves a des laboratoires specialises. 
Enfin, le pic apparaissant sur la courbe tracee ne precede que de 7k 
heures le pic obtenu par mesure de la LH. 

Une autre solution consiste pour la femme, a noter sa tempe- 
rature orale, vaginale ou rectale tous les matins avant une quelconque 
l0 activite physique. Durant le cycle menstruel, la courbe de temperature 
presente un profil bi-phasique. En effet, 1'ovulation se traduit par une 
montee de la temperature basale du corps liee a la secretion de proges- 
terone. Toutefois, cette technique simple d'utilisation ne peut que confir- 
mer k posteriori la reaJite de 1'ovulation, au minimum 48 heures apres 
15 celle-ci. U ne s'agit done pas d'un procede permettant de deceler a 
I'avance la pertode de 1'ovulation. 

11 existe egalement un certain nombre de methodes basees 
sur la" variation des proprietes de la glaire cervicale au cours du cycle 

menstruel. - - r ^ 

U s . a ait notamment de mesure de l'aspect quaUtatif de la 

-laire cervicale *nt la consignee vane, de mesure de la quanme 
de glaire, le volume maximal de secretion apparaissant un a deux jours 
avant .'ovulation, du dosage des immunoglobulins G et A dans le mucus 

cervical et de la mesure de la resistance electrique vaginale. - 

23 Des etudes theoriques et notamment les travaux de TSlBRlb 

ont montre que 1'activite peroxydasique de la glaire cervicale variait 
au cours du cycle menstruel, cette activite restant a un niveau sensible- 
rr.ent stable en debut de cycle, diminuant k partir du cinquieme ,our 
precedant 1'ovulation pour passer par un minimum a la date de 1'ovulation 
30 e ^ remonter a son niveau initial deux jours apres 1'ovulation. Toutefois, 
le's travaux qui ont ete effectues sont des travaux de recherche suscepti- 
ble* d'etre mis en oeuvre en laboratoire mais non de fournir une methode 
su.cept.ble d'etre utilisee par une femme elle-meme en vue de la determi- 
nation approximative de la date de son ovulation suf fisarnment longtemps 

35 avant cette date. , . 

L, presente invenfon vise a reedier a ces increments 

„ tounu,.... un proc.de ,ui repo* »ur 1-ev.lua.U.n de l'ac t ,v, t e d'une 
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enzyme : la peroxydase. Cette enzyme decompose les peroxydes en 
degageant de l'oxygene naissant qui sert a oxyder un accepteur, systeme 
incolore, qui se colore. La coloration de Taccepteur est proportionneUe 
a la quantite d'oxygene, done a l'activite de l'enzyme. 

Le procede selon 1 'invention consiste, apres prelevement 
de la glaire, a diluer celle-ci, puis a ajouter un peroxyde et un reactif 
ou melange de reactif s de revelation reagissant im media tement, fournis- 
sant une gamme de colorations appreciates "a Toeil nu et stables dans 
ie temps pendant plus de quinze minutes. 

La glaire cervicale est prelevee a Taide d'une seringue. 

La glaire etant visqueuse, il convient de la liquefier preaJable- 
ment a la reaction, pour que la peroxydase soit accessible aux reactifs. 

A cet effet, selon un mode de mise en oeuvre de ce procede, 
la fluidification de la glaire est realisee a 1'aide de ficine. La ficine 
possede un excellent pouvoir de soiubilisation de la glaire, sans effet 
rnajeur sur l'activite de i'enzyme et le developpement de la reaction 
coloree dont elle ne diminue que faibiement Tintensite. 

Suivant le milieu reactionnel utilise, le peroxyde mis en 
oeuvre peut etre soit Uquide et constitue par exemple par de I'eau oxy- 
genee, soit sotide et constitue par du peroxyde d'uree. 

L'invention vise egalement un systeme de reaction coloree 
reagissant immediatement, fournissant une gamme de colorations appre- 
ciables a Toeil nu et stables dans le temps pendant plus de 15 minutes, 
et se conservant pendant plusieurs semaines a la temperature ambiante, 
et pendant une duree beaucoup plus importante a une temperature de 
i'ordre de 4°C. 

A cet effet, le systeme de reaction coloree comprend un 
melange de : 

- MBTH : dimethylbenzothiazoline hydrazone et de 

- DMAB : acide dimethylaminobenzoi'que, 

Avec Teau oxygenee comme peroxyde, une coloration bleue- 
violette est obtenue et la densite optique est lue a 590nm au spectro- 
photome:re. 

Cette coloration est stable dans le temps pendant une duree 
de 15 minutes a une heure environ. II a ete constate que ia conservation 
du systeme reactif et sa mise en oeuvre a un pH5 etaient tout-a-fait 
favorables d'une part a la conservation, et d'autre part a la reaction. 



2652092 



Selon un mode avantageux de mise en oeuvre de ce procede, 
le rapport des concentrations DMAB/MBTH est de 1'ordre de 50/1, et 
la concentration de DMAB est de 2,2 mM. 

Les reactifs peuvent etre mis en oeuvre sous une forme 
liquide, la glaire apres dilution etant melangee aux reactifs qui revelent 
la reaction au bout d'une dizaine de, minutes- Selon un autre mode de 
mise en oeuvre, les reactifs sont ' integres dans un gel de polymeres 
organiques et sont mis en oeuvre sur un support constitue par une bande- 

lette ou un film gelifie. 
0 En pratique, une femme desireuse de connattre la date de 

sa prochaine ovulation doit effectuer une analyse tous les deux jours, 
apres le sixieme jour de la menstruation, ces analyses devant etre repe- 
tees jusqu'a ce qu'elle observe une remontee de I'activite peroxydase. 
Le resultat de chaque analyse sera reporte sur un graphique comportant 
5 en abscisse une echeile des temps et en ordonnee un certain nombre^ 
de reperes correspondant a un certain nombre de couleurs appartenant 
a un nuancier fourru avec le materiel d'analyse. Les differents points 
reportes sur le graphique permettront de tracer une courbe ayant la 
forme suivante : cette courbe presentera tout d'abord une zone a peu 
'0 pres horizontal, puis une rupture correspondant a une baisse de I'activite 
peroxydasique, la courbe passant par un minimum le jour de I'ovulation, 
puis remontant pour atteindre sa valeur initiate sensiblement -deux- jours 
apres ['ovulation. Le premier point d'inflexion se situant sensiblement 
quatre jours avant ^ovulation, permettra a la femme de deceler de 
25 maniere certaine et de facon anucipee la date de sa prochaine ovulation. 

Comme il ressort de ce qui precede, I'invention apporte 
une grande amelioration a la technique existante en fourmssant un pro- 
cede permettant a une femme de determiner de facon ant.cipee et 
avec certitude la date de sa prochaine ovulation, a I'aide d'un materiel 
30 simple de mise en oeuvre, fiable compte tenu de la nature des react, ts 
de revelation de I'activite peroxydase utilises, et d'un prix de 
modere. 
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